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57 Resumen:
Fabricacio´n de columnas capilares internamente re-
cubiertas de pol´ımeros para Electroforesis Capilar.
El desarrollo de la Electroforesis Capilar como te´cnica
anal´ıtica, ha supuesto la posibilidad de su utilizacio´n
en un gran nu´mero de nuevas aplicaciones. Algunas
de estas aplicaciones, sobre todo en el campo de la
biotecnolog´ıa, suponen el uso de columnas capilares
que garanticen el control del ﬂujo electroosmo´tico,
especialmente por dar lugar a ﬂujo electroosmo´tico
pra´cticamente nulo y ﬂujo electroosmo´tico invertido,
eliminando al mismo tiempo los efectos de adsorcio´n
entre las sustancias a analizar y la pared interna del
capilar.
En esta patente se propone un me´todo para la obten-
cio´n de columnas capilares recubiertas con pol´ımeros
que aseguran estos dos supuestos, trata´ndose de
pol´ımeros neutros hidro´ﬁlos en el primero y pol´ımeros
con carga positiva en el segundo. El me´todo asegura
la reproducibilidad de los resultados anal´ıticos deri-
vados de su uso.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art◦ 37.3.8 LP.
Venta de fasc´ıculos: Oﬁcina Espan˜ola de Patentes y Marcas. C/Panama´, 1 – 28036 Madrid
ES
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DESCRIPCION
Fabricacio´n de columnas capilares interna-
mente recubiertas de pol´ımeros para electroforesis
capilar.
Esta patente se reﬁere a los procesos desarro-
llados para la obtencio´n de columnas para Elec-
troforesis Capilar con recubrimiento interno po-
lime´rico. Estas columnas son capaces de modiﬁ-
car la eﬁcacia de las separaciones electrofore´ticas,
controlando el ﬂujo electroosmo´tico y minimizan-
do las interacciones analito-pared.
Estado de la te´cnica y antecedentes de la
invencio´n
La Electroforesis Capilar (EC) surgio´ a prin-
cipios de los an˜os 80 como una te´cnica anal´ıtica
de separacio´n, caracterizada por su gran rapidez
de ana´lisis y el mı´nimo consumo que cada se-
paracio´n requiere, tanto en volumen de muestra
como de reactivos. En la actualidad, y al igual
que cualquier otra te´cnica instrumental de ana´li-
sis, la EC continu´a encontrando nuevos campos
de aplicacio´n, siendo una te´cnica competitiva en
toda una serie de aplicaciones que han sido tra-
dicionalmente llevadas a cabo empleando otras
te´cnicas de separacio´n (cromatograf´ıa, electrofo-
resis en placa, etc.). Entre estas aplicaciones cabe
destacar la caracterizacio´n y control de calidad de
productos obtenidos mediante te´cnicas de DNA
recombinante, separacio´n de a´cidos ribonucleicos
y desoxirribonucleicos, pe´ptidos, prote´ınas, iones,
sustancias farmace´uticas quirales, etc.
Los principales problemas que presenta esta
te´cnica cuando se utiliza para la separacio´n de
biopol´ımeros se pueden resumir en la existencia
por un lado de ﬂujo electroosmo´tico y por otro
en la aparicio´n de feno´menos de adsorcio´n entre
la sustancia a analizar y la pared interna de la co-
lumna capilar. Para paliar estos problemas, una
de las soluciones que se ha venido estudiando en
los u´ltimos an˜os es la de recubrir internamente
la pared del capilar, lo que normalmente elimina
ambos feno´menos (ﬂujo electroosmo´tico y adsor-
cio´n). Sobre este tema se han publicado toda
una serie de trabajos de investigacio´n, los cua-
les pueden encontrarse resumidos en los siguientes
art´ıculos: Analytical Chemistry 62 (1990) 4038-
4148, Analytical Chemistry 64 (1992) 3898-
4078, Analytical Chemistry 66 (1994) 2808-3148,
Analytical Chemistry 68 (1996) 5698-5868. En es-
tos art´ıculos de revisio´n se mencionan la pra´ctica
totalidad de los trabajos que han aparecido rela-
cionados con los diferentes recubrimientos desa-
rrollados para EC.
En la Patente U.S. N◦ 4 680 201, Hjerten pre-
sento´ un me´todo para el recubrimiento de la pared
interna de un capilar con una delgada capa de po-
liacrilamida utilizando un silano bifuncional (γ-
metacriloxipropiltrimetoxisilano), menos estable
qu´ımicamente que el presentado en esta patente.
Novotny y col. (Patente U. S. N◦ 5 074 982), pre-
sentaron un procedimiento para recubrir la pared
interna de un capilar de s´ılice fundida con polia-
crilamida utilizando como reactivo bifuncional un
compuesto de Grignard, que conduce a una buena
estabilidad del recubrimiento. Karger y col. (EP
0 541 238 A1) reivindicaron un me´todo para la
preparacio´n de recubrimientos neutros hidro´ﬁlos
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utilizando 3-glicidoxipropiltrimetoxisilano como
agente bifuncional; la capa polime´rica esta´ for-
mada por dos subcapas unidas qu´ımicamente: la
primera contiene poliacrilamida lineal sobre la
que se une una segunda capa de dextrano. Shieh
(Patente WO 95/20157) describio´ una patente
para la preparacio´n de capilares de s´ılice fundida
con recubrimientos neutros hidro´ﬁlos basados en
una doble capa: un primer recubrimiento polime´-
rico hidro´fobo covalentemente unido a la superﬁ-
cie del capilar (obtenido a partir de polibutadie-
niltrietoxisilano) sobre el que se une covalente-
mente una segunda capa de poliacrilamida lineal
o entrecruzada. Finalmente, Kerr y Jung (Pa-
tente WO 92/05433) patentaron diferentes proce-
dimientos para unir varios reactivos bifunciona-
les que involucran funcionalidades qu´ımicas con
carga ele´ctrica positiva en la mayor´ıa de las con-
diciones utilizadas en Electroforesis Capilar.
Asimismo, una serie de empresas de a´mbito
internacional han desarrollado diferentes tipos de
columnas recubiertas para Electroforesis Capilar,
este es el caso de:
- Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, EUA):
los capilares esta´n recubiertos de un pol´ıme-
ro lineal hidro´ﬁlo.
- Supelco Inc. (Bellefonte, PA, EUA) cuyos
capilares presentan toda una serie de recu-
brimientos: hidro´ﬁlos, de´bilmente hidro´fo-
bos, moderadamente hidro´fobos y de ele-
vada hidrofobicidad.
- Scientiﬁc Resources Inc. (Eatontown, NJ,
EUA): los capilares presentan un ﬂujo de ti-
po anodal, como resultado del recubrimien-
to con sustancias de elevada carga positiva.
- Beckman Inc. (Fullerton, CA, EUA): dis-
pone de diferentes kits para distintas apli-
caciones, presentando la gran mayor´ıa capi-
lares con un recubrimiento de tipo neutro e
hidro´ﬁlo.
- Hewlett-Packard (Phoenix, AZ, EUA): dis-
pone de dos tipos de capilares recubier-
tos, unos de alcohol polivin´ılico y otros de
un pol´ımero entrecruzado; ambos eliminan
los feno´menos de adsorcio´n y el ﬂujo elec-
troosmo´tico dentro del capilar.
Descripcio´n de la invencio´n
Las columnas recubiertas internamente de po-
l´ımeros para electroforesis capilar, consisten en
tubos de s´ılice fundida u otro material similar
que por sus caracter´ısticas de composicio´n qu´ımi-
ca, inercia, resistencia y/o ﬂexibilidad sea adecua-
do, de dimensiones (longitud y dia´metro interno)
apropiadas para su empleo en esta te´cnica anal´ı-
tica, tratados superﬁcialmente y posteriormente
recubiertos de un pol´ımero qu´ımicamente ligado
a la superﬁcie del capilar.
El recubrimiento polime´rico ha de ser estable,
con objeto de no sufrir alteraciones por efecto del
pH de los tampones y del campo ele´ctrico uti-
lizados. La reproducibilidad del tratamiento es
un factor importante en cuanto a que los capila-
res deben conducir a resultados anal´ıticos simila-
res, tanto dentro de un mismo lote de fabricacio´n
como de lotes diferentes.
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La consecucio´n de los objetivos marcados su-
pone tres fases en el procedimiento de elabora-
cio´n: 1) tratamiento superﬁcial para la activacio´n
del tubo capilar, 2) silanizacio´n de la superﬁcie
interna activada del tubo capilar, y 3) unio´n efec-
tiva del pol´ımero sobre la superﬁcie silanizada del
tubo capilar.
Tratamiento superﬁcial para la activacio´n del tubo
capilar
Consiste en el lavado de la superﬁcie interna
del capilar con soluciones corrosivas y activado-
ras de la superﬁcie, preferentemente a´cidos y ba-
ses fuertes, que ﬂuyan por el interior del capilar
durante al menos una hora. Posteriormente debe
deshidratarse la superﬁcie activada por calenta-
miento de la columna a temperatura superior a
115◦C en corriente de nitro´geno u otro gas inerte,
durante ma´s de dos horas.
Su objetivo es el proporcionar una densidad
de grupos silanol libres en la superﬁcie del capi-
lar, suﬁciente para favorecer una silanizacio´n ade-
cuada.
Silanizacio´n de la superﬁcie interna activada del
tubo capilar
Consiste en llevar a cabo una reaccio´n qu´ımica
entre los grupos silanol superﬁciales y un organo-
silano que ejerza una funcio´n de agente de aco-
plamiento entre la pared de s´ılice fundida y el
pol´ımero.
La eleccio´n del organosilano es funcio´n de la
naturaleza del pol´ımero que se emplee en el recu-
brimiento ﬁnal, debiendo existir compatibilidad
qu´ımica entre ambas sustancias.
El organosilano se emplea disuelto en un di-
solvente orga´nico tal como metanol y se hace ﬂuir
por la columna durante al menos una hora.
Unio´n del pol´ımero sobre la superﬁcie silanizada
del tubo capilar
Consiste en la deposicio´n de una capa homo-
ge´nea del pol´ımero sobre la superﬁcie tratada. El
pol´ımero se introduce en disolucio´n en el interior
del capilar, procedie´ndose a su unio´n qu´ımica a
la superﬁcie modiﬁcada por el agente de acopla-
miento (organosilano). La unio´n a la superﬁcie se
produce por reaccio´n a temperatura ambiente en
el transcurso de 6 a 12 horas.
El sobrante de pol´ımero de recubrimiento que
no ha reaccionado con la superﬁcie o no ha poli-
merizado se elimina del interior de capilar, me-
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diante lavado con agua, quedando e´ste listo para
su uso en electroforesis, pudiendo ahora hablarse
de una columna capilar internamente recubierta.
Descripcio´n de una realizacio´n preferida
Las columnas para electroforesis capilar con
recubrimiento catio´nico son utilizadas preferente-
mente para el ana´lisis de prote´ınas ba´sicas y la se-
paracio´n ra´pida de pequen˜os compuestos debido
al elevado ﬂujo electroosmo´tico anodal que este
tipo de columnas posee. Adema´s, este recubri-
miento elimina las interacciones ba´sicas prote´ına-
pared.
La columna queda deﬁnida con respecto a sus
dimensiones, tomando un trozo de tubo capilar
de s´ılice fundida de dimensiones previamente es-
tablecidas.
El lavado y deshidratacio´n de la superﬁcie in-
terna del capilar se lleva a cabo por tratamiento
alcalino, con hidro´xido so´dico diluido, seguido de
tratamiento a´cido, con a´cido clorh´ıdrico diluido,
hasta neutralizacio´n. Este proceso continua con
deshidratacio´n te´rmica a temperatura de 140◦C.
La superﬁcie homogeneizada del capilar se si-
laniza con 3-glicidoxipropiltrimetoxisilano disuel-
to en metanol y a´cido ace´tico, hacie´ndolo ﬂuir por
el interior del capilar durante dos horas. Poste-
riormente, los capilares llenos de organosilano se
calientan a 55◦C durante 90 minutos, hasta con-
seguir una modiﬁcacio´n de la superﬁcie capaz de
favorecer la unio´n qu´ımica del pol´ımero de recu-
brimiento. Este silanizado es, por tanto, el nexo
de unio´n entre la pared del capilar y el pol´ımero
de recubrimiento.
El capilar, o capilares, silanizados se rellenan
con 100 μL de una disolucio´n acuosa al 0,1% de
polietilenimina, provoca´ndose en este momento la
reaccio´n de anclaje a la superﬁcie silanizada. Pa-
sadas 36 horas, se llenan los capilares con una di-
solucio´n de 100 μL de hexametildisilazano en 400
μL de dimetilformamida, se cierran y se calientan
a 60◦C durante 150 minutos. A continuacio´n se
mantienen 12 horas ma´s a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, y primero a tempera-
tura ambiente, se pasa a trave´s de los capilares
una corriente de nitro´geno durante 120 minutos,
para posteriormente, y siempre en corriente de
nitro´geno, calentarlos a 80◦C durante otras 4 ho-
ras. En este momento, la columna capilar queda
lista para su uso.
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REIVINDICACIONES
1. Fabricacio´n de columnas capilares interna-
mente recubiertas de pol´ımeros para su empleo en
Electroforesis Capilar, caracterizadas por con-
sistir en tubos de s´ılice fundida u otro mate-
rial similar que por sus caracter´ısticas de com-
posicio´n qu´ımica, inercia, resistencia y/o ﬂexibi-
lidad sea adecuado, de dimensiones (longitud y
dia´metro interno) apropiadas para su empleo en
esta te´cnica anal´ıtica, tratados superﬁcialmente y
posteriormente recubiertos de un pol´ımero qu´ımi-
camente unido a la superﬁcie del capilar.
2. Fabricacio´n de columnas capilares interna-
mente recubiertas de pol´ımeros segu´n la reivin-
dicacio´n 1, caracterizado por la aplicacio´n de
un tratamiento ﬁsicoqu´ımico de activacio´n de la
superﬁcie interna, con disoluciones corrosivas y
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activadoras, seguido de deshidratacio´n te´rmica,
para provocar una densidad de grupos silanol li-
bres adecuada para una correcta silanizacio´n.
3. Fabricacio´n de columnas capilares interna-
mente recubiertas de pol´ımeros segu´n la reivin-
dicacio´n 1, caracterizado por la aplicacio´n de
un proceso qu´ımico de silanizacio´n de la superﬁ-
cie, mediante un compuesto de tipo organosilano,
para reducir la presencia de grupos silanol resi-
duales en la superﬁcie del capilar y para favorecer
el anclaje del pol´ımero de recubrimiento.
4. Fabricacio´n de columnas capilares interna-
mente recubiertas de pol´ımeros segu´n la reivin-
dicacio´n 1, caracterizado por la unio´n qu´ımica
a la superﬁcie interna del tubo capilar silanizado
de pol´ımeros con la misio´n de regular el ﬂujo elec-
troosmo´tico y evitar la adsorcio´n irreversible de
las sustancias analizadas.
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